0117 447 A1

0.

Europaisches Patentamt

0’ European Patent Office

Office européen des brevets

@) Verbffentlichungsnummer:

0117 447
At

®@ EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG

@) Anmeldenummer: 84100934.3

@ Anmeldetag: 31.01.84

& int.ciz: €07 C 103/52, A61 K 37/02

Prioritat: 02.02.83 DE 3303345

Verdffentlichungstag der Anmeldung: 05.09.84
Patentblatt 84/36

Benannte Vertragsstaaten: ATBECHDEFRGB ITLILU
NL SE

@ Anmelder: HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT,

Postfach 80 03 20, D-6230 Frankfurt am Main 80 (DE)

Erfinder: Friedrich, Axel, Dr., Johannesallee 14,
D-6230 Frankfurt am Main 80 (DE)

Erfinder: Konig, Wolfgang, Dr., Eppsteiner Strasse 25,
D-6238 Hofheim am Taunus (DE)

Erfinder: Teetz, Volker, Dr., An der Tann 20,

D-6238 Hofheim am Taunus (DE)

Erfinder: Geiger, Rolf, Prof. Dr.,
Heinrich-Bleicher-Strasse 33, D-6000 Frankfurt am
Main 50 (DE)

Erfinder: Sandow, Jiirgen Kurt, Dr., Am Haideplacken 22,
D-6240 Konigstein/Taunus (DE)

€) Cyclische Peptide mit Somatostatin-Wirkung.

6) Die Erfindung betrifft cyclische Hexapeptide der allgemei-
nen Formel lll

{— X-Phe-D-Trp-Lys-Y-Phe — ()

in welcher X fiir den Rest einer L-Aminoséure der aligemeinen
Formel llla steht,

B CO-
(Ia)
P
A (CHy)n

wobei A und B gleich oder verschieden sind und Alkyl mit 1 bis
3 C-Atomen bedeuten oder A und B gemeinsam flr eine ge-
sattigte, ungeséttigte oder aromatische mono- oder bicycli-
sche Struktur mit 3 bis 6 C-Atomen stehen, n = 0 oder 1 be-
deutet und Y fiir eine aliphatische oder aromatische L-Amino-
saure steht, deren Seitenkette hydroxyliert sein kann, sowie
deren Salze mit physiologisch vertraglichen Sauren, Verfahren
zu deren Herstellung und deren Verwendung sowie deren Zwi-
schenprodukte.
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Cyclische Peptide mit Somatosfatin—Wirkung

Somatostatin ist ein Peptid aus 14 Aminosiuren der
Formel I '

. i
H—AlaéGly—C§srLys-Asn—Phe—Phe~Trp—Lys~Thr—Phe~Thr—Ser—Cys—
OH (I)

BEs wurde sowohl im Hypothalamus (science 179, 77-79, 1973)
als auch im gastrointestinalen Trakt, wie z.B. in den
D-Zellen der Pankreasinseln (Adta Physiol. Scand. Suppl.
473, 15, 1979), gefunden. Somatostatin reguliert z.B. '
durch Hemmung von Insulin oder Glukagon den Blutzucker-
spiegel, hemmt Wachstumshormon, TSH, ACTH, Prolaktin,
Pankreozymin, Sekretin, Motilin, VIP, GIP'und mit-Gastrin
auch die Magensduresekretion (Am. J. Med. 70, 619-626,
1981) . Mit diesen Eigenschaften kdnnte es als Thera-
peutikum vielfdltig verwendet werden. Uber die gehemmte
Ausschiittung von Insulin und Glukagon kann es bei
Storungen des Blutzuckerspiegels (z.B. Diabetes) eingg—
setzt werden. Ein erhdhter Plasma-GH- Spiegel, der z.3B.
Akromegalie coder Schuppenflechte ausl&sen kann, wird
durch Somatcstatin erniedrigt. Durch die gastrinhemmende
Wirkung senkt es die Magensdure und heilt die durch .
tberschiissige Magensdure hervorgerufenen Krankheitsbilder,
wie z.B., gastrointestinale Blutungen. Hormone produzieren-
de Tumoren, die z.B. dem Verner-Morrison-Syndrom (VIP-
produzierender Tumor), oder dem Zollinger-Ellison-
Syndrom (gastrinproduzierender Tumor) zugrunde liegen,
kdnnen mit Somatostatin im Wachstum gehemmt werden.
Somatostatin wird jedoch sehr,leicht metabolisiert und
kann daher sinnvoll nur als Infusion appliziert werden.

Eine Suche nach stérker und l&nger wirksamen Somatostatin-

analoga ist gerechtfertigt, um die Therapie zu verein-

fachen und die Kosten zu senken. Durch die Substitution
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von Trp dﬁrch D-Trp wurde ein Somatostatinanalogon er-—
halten, das eine stirkere Wirkung zeigte. Es hemmt die
Ausschiittung von Wachstumshormon und Insulin etwa 8 mal
und Glukagon etwa 6 mal stirker als Somatostatin
(Biochem. Biophys. Res. Commun. 65, 746-51, 1975). Eine

Verkiirzung zu einem cyclischen Hexapeptid der Formel II

liro—Phe—-D—Trp—Lys -Thr-Phe T : (1)

in dem zusdtziich zu D-Trp ein Phe durch ein Pro sub-
stituiert ist, zeigt bereits eine starke und protrahierte
Somatostatin-Wirkung (Nature 292, 55-58 (1981)).

Es wurde nun gefunden, daB durch Substitution des Prolins
in Formel IT durch lipophilere Heterocyclen die

Somatostatin-Wirkung weiter verstidrkt werden kann.

Die Erfindung betrifft cyclische Hexa-Peptide der allge4
meinen Formel III, : . ;

_r—-X-Phe-DfTrp—Lys—Y—Phe ] (IIT)

in welcher X fiir den Rest einer L-Aminosdure der’éllge-"
meinen Formel IIIa steht,

- B - -
:(\/C& - (IT1a)

i
A (cz{,ﬁ\

‘wobei A und B gleich oder verschieden sirnd und Alkyl mi

1 bis 3 C~Atomen bedeuten oder A und B gemeinsam flr
eine gesittigte, ungesiitigte cder aromatische mono-
oder bicyclische Struktur mit 3 bis 6 C~Atomen stehen,
n = 0 oder 1 bedeuten und

Y fir eine aliphatische oder aromatische L-Aminosdure
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steht, deren Seitenkette hydroxyliert sein kann, sowie

deren Salze mit physiologisch vertrdglichen Sduren.

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Her-
stellung dieser Verbindungen, das dadurch gekennzeichnet

ist, daB man lineare Hexapeptide dgr allgemeinen Formel IV,

_ra—X~a—Phe—a—D—Trp—a—Lys(R1)-a—Y—a—Phe1 (IV)

in welcher X und Y die oben genannten Bedeutungen haben,
R1 fiir eine Schutzgruppe der €-Aminofunktion steht und
worin flinf der Reste a eine chemische Bindung bedeuten
und einer der Reste a fiir -OH+ H- steht, nach bekannten
Verfahren der Peptidsynthese cyclisiert und anschlieBend

vorhandene Schutzgruppen in geeigneter Weise abspaltet.

Unter den oben genannten Peptiden der Formel IV werden im
einzelnen die nachstehenden Verbindungen der Formeln IVa-IVi

verstanden,
H~- X - Phe—D—Trp—Lys(R1)— Y ~Phe-OH (Iva)
H-Phe- X —Phe-D-Trp-Lys(R')- ¥ - OH (IV b)
H- Y -Phe- X -Phe-D-Trp-Lys (R')-OH (IV c)
E-Lys (R')- Y -Phe~ X ~Phe-D-Trp-OH (IV d)
H—D—Trp—Lys(R1)— ¥ -Phe- X -Phe-OH (IV e)
H-Phe-D-Trp-Lys(R')- Y -Phe— X - OH (IV £)

in denen R1, X und Y die oben genannten Bedeutungen haben.

Die Erfindung betrifft auch lineare Hexapeptide der allge-
meinen Formel IV, in denen a, X, Y und R1 die oben genannten
Bedeutungen haben, sowie ein Verfahren zu deren Herstellung,
das dadurch gekennzeichnet ist, daB man Ester der Formel IV,
in Wehﬂera,R1, X und Y die oben genannten Bedeutungen haben

und worin fiinf der Reste a eine chemische Bindung bedeuten




und einer der Reste a fiir -OR+%- steht, wobei R Alkyl mit
1-6 C-Atomen, vorzugsweise Methyl, bedeutet, alkalisch
verseift und anschlieBend den Z-Rest abhydriert.

5 Unter den Estern der Formel IV werden im einzelnen die Ver-

bindungen der nachstehenden FormelnV a - V f verstanden,

Z2- X —Phe—D—Trp-Lys(R1)— Y -Phe~OR {(V a)
Z-Phe~ X ~Phe-D-Trp-Lys(R')~ ¥ -OR  (V b)
10 Z- Y -Phe- X -Phe-D-Trp-Lys (R!)-OR (ve)
'z-Lys(R1)- Y -Phe- X -Phe-D-Trp-OR (v d)
Z—D—Trp-Lys(R1)— Y -Phe- X —-Phe-OR, (V e)
Z-Phe-D-Trp-Lys (R1) - Y -Phe~ X -OR  “(V £}

15 in denen X, Y, R und R1 die oben genannten Bedeutungen

haben. R1 steht vorzugsweise fiir Boc.

Die Synthese von Verbindungen der Formeln Va - V£ k&nnen .
sowohl mit Hilfe der FestkdSrpermethode nach Merrifield ST

20 als auch auf klassischem Weg in L&sung durchgefiihrt werden

Standardverfahren sind beispielsweise in "The Peptides _
Analysis, Synthesis, Biology, -Vol.1 Major Methods of LT
Peptide Bond Formation, Part A", ed. E.Gross, J.Meierhofer, ...
Academic Press N.J. (1979) bé&schrieben. T
25 Bei einem Cyclohexapeptid gibt es sechs Mdglich-
keiten um verschiedene Kettenpeptide zum gleichen Cyclo-
peptid zu cyclisieren. Da Tryptophan wdhrend einer sauren
_Schutééruppenabspaltung (z. B. Abspaltung der Boc-Gruppe)
bei der Festkdrpermethode zu Nebenprodukten neigt, ist

30 es in solchen Fidllen zweckmiBig, Tryptophan als letzte

) Aminosdure aufzusetzen. Nach der Festkdrpermethode werden
Hexa-Peptide hergestellt, die beispielsweise die allge-
meine Formel VI - .

2

35 H-D-Trp-Lys(Z)- Y -Phe- X —Phe-0- R (VI)
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in der X und Y die obige Bedeutung haben und R2 fir das
FestkBrperharz steht, besitzen. Als Schutzgruppe filir die
£-Aminofunktion des Lysins dient eine Urethanschutzgruppe
vorzugsweise der BenzyloXycarbonylrest.(Z). Die B8-Hydroxy-
gruppe des Threonins kann frei bleiben.

.
Das ﬁbe£ eine Esterfunktion am Harz gebundene Hexapeptid
vird mit Hydrazin abgespalten. Es entsteht das entsprechen-
de Hydrazid, das vorzugsweise nach ﬁbeifﬁhrung in das
Azid cyclisiert wird. Die geschiitzten cyclischen Pebtide
werden chromatographisch gereinigt, wobei. auch vor-=
handene Diastereoisomere getrennt werden. Nach Abspaltung
der Schutzgruppen vom Benzyltyp durch katalytische"

Hydrierung erhi#lt man die erfindungsgemiBen Cyclopeptide.

'Bei der klassischen Peptidsynthese dient beispielsweise

derx durch katalytische Hydrierung abspaltbare Z--Rest odex
dexr durch sekunddre Amine abspalfbare 9~Fluorenylmethyloxy~
carbonylrest (Fmoc) als Aminoschutzgruppe, wdhrend die
E—Aminogruppe des Lysins vorzugsweise durch den Boc-

Rest geschiitzt wird. Stufenweise werden Peptide der all-

gemeinen Formel V a-f aufgebaut.

Durch alkalische Verseifung der Ester (vorzugsweise OMe)
entstehen die freien Sduren. AnschlieBend wird die d~Amino-
schutzgruppe abgespalten und die am N~ und C-términalen
Ende freien Peptide werden nach den Methoden der Peptid-
chemie cyclisiert. Die geschiitzten cyclischen Peptide
werden chromategraphisch gereinigt. Tert.-Butyl-Schutz-
gruppen werden vorzugsweise mittels Trifluoressigséure,

der man 1.2-Dimercaptodthan zusetzt, abgespalten.

Racemische Aminosduren der Formel IIT b
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A e,

in der A, B und n obige Bedeutung habené_sind Bei§piels—”
weise bekannt aus der EP-A 50 800, der EP-A 31 741,

der EP-A 51020, der EP-A 49 658, der EP-A 49 605, der
EP-A 29 488, der EP-A 46 953 und der EP-A 52870. Die
Tetrahydroisochinolin-B—carbonséufe ist in J.Amer.Chem.
Soc. 70 (1948) 182 beschrieben. Decahydroisochinolin-3-
carbonsiure ist aus der EP-A 52 870;32}3—Dihydro{ﬁy;ﬁxk&“
2-carbonsdure aus der US-PS 4 303 583 bekannt. Cis-exo-
Octahydro- {1H ]-indcl-2-carbonsdure, cis, exo-QOctahydro-- -
2-cyclopenta {b]pvrrol-2-carbonsdure und cis, exo-
Azabicyclo [5.3.0]-8ecan-3-carbonsidure sind u.a. Gegen- :-”;
stand der deutschen Patentanmeldung P 31 51 690.4. Die
deutsche Patentanmeldung P 32 26 768.1 betrifft u.a. cis-
endo-Octahydro-cyclopenta[bl pyrroL~2—carI:>ons’éure,P 32 46 503.3::,
betrifft u.a. cis, endo-AzZabicycloiS.3.0]ldecan-3-
carbonsdure, P 32 10 496.0 bétrifft u.a. cis,énéo- und
cis, exo—2,3,3a,4;5,7a;Hexahydro—{1H]in&ﬁr2—carbons§ure,~
P.33 00 774.8 (HOE 83/F 003) betrifft u.a. Diethylprolin _
und P 32 42 151.6 betrifft u.a. 3-Azatricyclo 55.2.1.02’6]
decan-4-carbonsiure.Aus der EP-A 37 231 ist cis, endo-
Octahydro—{1H]indol—z—L—carbonééure bekannt. Ein Verfahren
zur Racematspaltung von Aminosduren der Formel IITb ist
Gegenstand der deutschen Patentanmeldung P

(HOE 83/F 016).

Eine ZAminosiure Y kann beispielsweise L-Alanin, L-Serin,
L~Threonin, L-Valin, L-I.eucin, L-Isoleucin, L-Phenyl-

alanin oder L-Tyrosin sein.
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Als Schutzgruppen R1.sind die in M. Bodanszky et al. in
"beptide Synthesis", 2.Aufl. (1976), John Wiley & Sons
beschriebenen iiblichen NHé-Schutzgruppen brauchbar. Bevor-
zugt sind Alkanoyl mit 1-6 C-Atomen, t~Butoxycarbonyl und

Benzyloxycarbohyl.

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der Ver-
bindungen der Formel III als Heilmittel, pharmazeutische
Priparate, die diese Verbindungen. enthalten, Verfahren zu

deren Herstellung und deren Verwendung als Heilmittel,

Die erfindungsgemdBen Peptide haben die hemmenden Eigen-
schaften des Somatostatins, sie wirken jedoch wesentlich
linger bei geringeren Dosen. 7.B. senken diese Peptide

an der Ratte nach intravenOser Gabe die Magensdure bei
einer ED50 von ca. 5 pg/kg. Die Magensduresenkung hilt
fiber zwei Stunden an. Zum Vergleich dazu hat Somatostatin
bei einer i.v.-Dosis von 30 ng/kg keinerlei Wirkung auf
die Magensiure. Erst eine Somatbstatin-lnfusion bewirkt
eine Senkung der Magensdure. Die ED., bei der Hemmung

des Wachstumshormons liegt ebenfalls bei etwa 2-10 pg/kg
i.v. Im Vergleich mit cyclo-(Pro-Phe-D~Trp-Lys-Thr-Phe)
zeigte z.B. cyclo- (Aoc-Phe-D-Trp-Lys-Val-Phe) in einem Test
auf die Potenzierung der blutglucosesenkenden Wirkung des
Insulins bei adrenalektomierten Ratten eine mindestens
doppelt so starke Wirkung. Das Aoc-Analogon senkte noch

bei einer Dosierung von 0,07Fg-kg—l,min"l signifikant die
Blutglucose um bis zu 24%, wihrend das Pro~Analocon bereits

l.min™! v61lig wirkungs-

bei einer Dosierung von 0,31qug-kg_
los war. Auch oral und intranasal sind die neuen V@rbhﬁkmgen
appliéierbar. Wegen der schlechteren Resorbierbarkeit sind

hierbei jedoch wesentlich hohere Dosen notwendig.

Wegen der somatostatinartigen Wirkung kénnen die neuen
Verbindungen iiberall dort eingesetzt werden, wo Somato-
statininfusionen einen gilinstigen Effekt zeigen: z.B. bei

Blufungen-des gastrointestinalen Traktes, bei. Magen-—
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geschwiliren, bei der Behandlung von Tumbren, die durch
Somatostatin hemmbare Hormone produzieren, wie z.B. bein
Zollinger-Ellison-Syndroms, Verner-Morrison—-Syndroms, oder’
bei Insulin- bzw. Glukagon-prodﬁzierenden Tumoren, bei
hormonabhéngigen Tumoren, wenn die entsprechenden Hormone

durch Somatostatin hemmbar sind, bei gewissen Leukidmie-

-arten, bei Stoffwechselstdrungen mit erhShten durch

Somatostatin hemmbaren Hormonspiegeln, 'wie z.B. der

- rheumatischen Arthritis, bei der Plasma-Insulin und

~Wachstumshormon zu hoch sind, bsi Zkrcmegalie, Schuppen-

"flechte, bei Diabetes mellitus (Hemmung des Glukagons) ,

beim Chondrosarkom und bei Schockzustinden.

Eine wirksame Dosis beim Menschen liegt bei parenteraler ---

Applikation bei 0,1-10 pg/kg und bei intranasaler An- o_
wendung bei etwa 1-100 ug/kg. .

- Da exogen zugefiihrtes Insulin von Somatostatin nicht ge—_—

hemmt wird, empfiehlt sich bei Diabetes mellitus ein

Kombinationspriparzt mit Insulin. i
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Beispiel 1:

Darstellung der linearen trégergebundenen Boc-Hexapeptide

" der allgemeinen Formel Boc—D—Trp—Lys(Z)-Y—Phe~X—Phe—O— R.

24 g hydroxymethyliertes Merrifield-Harz schlé@mmt man in
ca. 360 ml CH2Cl2 auf und versetzt die geriihrte Suspension
mit 15.9 g Boc-Phe-OH 12.4 g Diecyclohexylcarbodiimid und
7.4 g 4—Dimethylaminobyridin. Fiir mdglichst quantitativen
Umsatz 148t man iiber Nacht reagieren. Der feste Riickstand
wird abfiltriert und gewaschen (1 x 50 ml CH2C12, 4 x 50 ml
CH2C12 / Methanol wie 1:1, 2 x 50 ml CH2C12). Nicht
blockierte OH-Funktionen am Harz werden dann mit 3 ml
Benzoylchlorid in 200 ml CH2C12 und 2.4 ml Pyridin als ‘
Base besetzt. Mit je 4 g dieses mit Boc-Phe-belegten Harzes
fiihrt man dann eine Festphasensynthese mit-den im folgendén -
angegebenen Schritten durch: ' o
Schritt Anzahl Zeit Menge Reagenzien

{min.) (ml)

1 2 15 40 10 % Trifluoressigsidure /

’ - e 0,5 % Methansulfons&ure

- in CH,CL,
2 2 4 50 Dioxan/CH2C12 wie 1:1
3 2 4 40 CH2C12/Methanol wie 1:1
4 3 3 50 'CH2C12
5 3 5 50 10 % Diisopropylethylamin in
CH2Cl2
6 5 3 50 CH2C12
1 240 60 CHZCl r 10 mMol BoOC-~-Amino-

sdure, 10 mMol Dicyclohexyl-
carbodiimid, 10 mMol
1-Hydroxybenzotriazol
4 5 50 CH,Cl1, / MeCH 1:1 -
9' 2 3 50 CH2C12_
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Die Zeitangabe filir Schritt 7 wurde meist Uberschritten, da
in der Regel iiber Nacht stehen gelassen werden mufte.

Die Kontrolle auf Vollstidndigkeit der Kupplung erfolgte
nach Schritt 8 mit Pikrinsdure bzw. Chloranil in Toluol.
Nach dem letzten Waschen der Stufe 2 wurde das beiadene

Merrifield-Harz scharf trockengesaugt. BAusbeute: zwischen

. 5,9 und 6,2 g.

Beispiel 2:

Darstellung der Boc-Hexapeptid-hydrazide der allgemeinen

2

6 g trdgergebundenes Peptid schlé&mmt man in 100 ml DMF
auf, versetzt mit 5 ml abs. Hydrazinhydrat und- 188t

2 Tage bei Raumtemperatur rlihren. Man saugt vom Rickstand_
ab, wischt gut mit Dimethylformanid und Methanol und engt‘:g
das Filtrat zur Trockne ein. Zum vollstdndigen Entfernen _
tiberschiissigen Hydrazins versetzt man mehrfach den Rﬁck—i-'
stand mit Methanol/Toluol 1:1 .und zieht am Rotations- Se-c
verdampfer wieder ab. Der verbleibende Rickstand wird zur__
Entfernung von Benzoylhydrazid mehrfach mit wenig Wasser --
digeriert, schlieBflich abfiltriert und im Olpumpenvacuum_ ---

- iber P205 getrocknet. Die Rohausbheuten liegen je nach T

Peptid zwischen 1,0 und 2,2 g.

Die rohen Peptide konnten durch Chromatographie an Kieselv{w
gel (LM: CH2C12/MeOH/HOAc 100:8:5) gereinigt werden.

Beispiel 3:

" Darstellung der- Hexapeptid-hvdrazide der allgemeinen
Formel H-D-Trp-Lys{Z)-Y-Phe—-X-Phe-} ~NH,

1 mMol Boc—Hekapeptld-hyura21d werden in ca. 2 ml hethanol
weitgehend gelSst und mit 10 ml 4N HCl in-Methanol ver-
setzt. Man 1&Bt untexr WasserausschluB ca. 15 min riithren
und engt dann am Rotavapor zur Trockne ein. Die so er-
haltenen Hexapeptid-hydrazid-~bis-hydrochloride setzt man
ohne weitere'Charakterisierung sofort in die ndchste
Stufe ein.
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Beisgpiel 4:

" Cyclisierung zu Verbindungen der’ allgemeinen Formel

LX~Phe~D—Trp—Lys(Z)~Y—Phe—¥]

1 mMol Hexapeptid—hydrazideihydrochlorid werden in 25 ml
DMF geldst. Bei -15°C versetzt man die geriihrte LOsung
mit 6,67 ml 4N HC1l in Dioxan und anschlieBend mit 0,18 ml
Amylnitrit. Man 148t ca. 40 min bei tiefer Temperatur

und bringt dann das Reaktionsgemisch ig 2 1 auf -20°C
vorgekiihltes DMF ein und neﬁtralisiért mit 0,81 ml
Diisopropylethylamin. Der gesamte Ansatz verbleibt 2 Tage
bei ca. 0°C, dann 1E8t man auf Raumtemﬁeratur kommen und
rithrt weitere 3 Tage nach. Der nach Abziehen der Ldsungs-.
mittel verbleibende Rickstand wird in Methanol/H20 wie

1:1 geldst und 24 Stunden mit ca. 800 mg Mischbettionen-
austauscher geriihrt. Nach Abfiltrieren des Ionenaus-—
tauschers und Einengen der widssrigmethanolischen Phase )
verbleibt ein amorpher Riickstand, der durch semipriparative. .
HPLC an Kieselgel (Elutionsmitﬁel: CH2C12/Ethanol/Essig—:.:”
sdure wie 100:5:0,5) gereinigt wird.

Beispiel 5:

Darstellung von Cyclopeptiden der allgemeinen Formel

LX—Phe—D-—Trp—Lys-—Y—Phe—l

Zur Abspaltung der &-Z-Schutzgruppe des Lysins 16st man
die nach HPLC erhaltene Hauptfraktion in Methanol und
hydriert ca. 2 Stunden in Anwesenheit von Palladium-
Katalysator. Nach Abfiltrieren des Katalysators engt man
im Vakuum ein ungd chromatdgraphiert erneut an Kieselgel
(Methylenchlorid pMethanol/Essigsdure/Wasser wie
- 70:30:1, 5:6). ) |

PR
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Tabelle 1:

Physikalische Daten fiir

-~ AL AL A

die Boc-Hexapeptidhydrazide

X Y Aminosdureanalyse IGJ§3(0= G,5,Methanol)
Phe - Lys X Y <

Tic Thr | 2,00 1,03 1,00 0,97 | -7,3°

oic Thr | 2,00 0,94 0,92 1,03 | -15,8°

Aoc  Thr | 1,99 0,97 1,00 1,04 | -11,1°

Tabelle 2:

Charakteristische NMR-Daten (gf—Werte) dexr cyclischen Ver=. ..

bindung der allgemeinen Formel LX—Phe—D—Trp—Lys(Z)—Y—PheeL:;_

p:$

Y

d,TH
Indol-NH

d, je 1H
Amid-N=

d, 1H
Indol~CH

d, 1
—OH

s, 2H
Ciy (2)

&, 3u c
CHy (Thr) .= -

Tic

Oic

Thr

Thx

Thy;

10,72

10,80

10,70

8,60
8,59
| 8,38
7,80

8,78
8,52
8,08

8,58
8,38
8,30
1,79

7,54

7,63

7,47

5,18

5,0

N
-
(=)

1,02

Die Endprodukte der allgemeinen Formel

LX—Phe—D~Trp—Lys-Y—Phe~lzeigen bis auf die f£ehlenden

Signale fiir die Benzyloxycarbonyl- (%Z-}Gruppe die

gleichen charakteristischen NMR-Dzten.
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Abklirzungen:

Tic = Tetrahydroisochinolin-3-carbonséure

Qic = cis-endo-0Oktahydroindol-2~carbonsiure

Aoc = cis-Octahydro-cyclopentalb]-pyrrol-2-endo-carbon-
sdure :

Beispiel 6:

cyclo-(Aoc~-Phe-D-Trp~Lys~Val-Phe)

a) Z-Phe-Aoc-0Bzl

18,5 g des Salzes aus Z-Phe-0OH und H-Aoc-0Bzl werden

in 100 ml Dimethylformamid geldst. Dazu gibt man bei 0°C
4,83 g HOBt und 7,0 g DCC. Man riihrt eine Stunde bei
0°C und 14Rt iliber Nacht bei Raumtemperatur stehen. Der
Niederschlag wird anderntags abgesaugt und das Filtrat
eingeengt. Der Riickstand wird in Essigester geldst und
nacheinander mit Wasser,eséttigter, NaHCO3-L&sung, 1 N -
HpySO4 , gesittigter, NaHCO3-LOsung und Wasser ausgeschiit- 31.
telt. Die Essigesterldsung wird liber NasSOy getrocknet ‘;
und eingeengt. v LT

Ausbeute: 16,1 g eines 613,

Zur Reinigung wird =zan Kieselgel in Methylenchlorid/
Methanol wie 9,7:0,3 (Vol.:Vol.) chromatographiert.

Ausbeute 15,4 g eines hellen Ols. DC: einheitlich in
Methylenchlorid/Methanol (9,7:0,3).

b) Z-Phe-Aoc-0H

Zu einer L3sung von 15,4 g Z-Phe-Aoc-0Bzl in 60 ml
Dioxan/Wasser wie 8:2 gibt man 14,5 ml 2N NaOH. Man 1iRt
etwa 20 Stunden bei Raumtempefatur stehen, neutralisiert
mit 1N HpSOy und engt ein. Der Riickstand wird mit Wasser
aufgenommen und die L&sung mit 1N H,SOy auf pH 2-3
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angesiuert. Das ausfallende 01 wird

N - -

mit Essigester extra-

hiert, die Essigesterldsung wird iber NapSOy getrocknet

und eingeengt.

Ausbeute: 13,7 g O1.

. e¢) Z-Phe-Aoc-Phe-0OMe

Zu einer L&sung von 13,7 g Z-Phe-Aoc-OH, 6,77 g H-Phe-

OMe-HC1 und 4,46 g HOBt in 50 ml Dimethylformamid gibt
man bei 0°C 4,02 ml N-Ethylmorpholin und 6,9 g DCC. Man
18Rt eine Stunde bei 0°C ridhren und 13Rt {ber Nacht bei

Raumtemperatur stehen. Aufarbeitung

analog Beispiel 6a.

Ausbeute: 18,8 g 01. Nach Reinigung analog 6a:

16,0 g helles O1l.

d) H-Phe-Acc-Phe-OMe-HCL

16,0 g Z-Phe-Acoc~-Phe-OMe werden in Methanol geldst. Man

gibt einen 10% Pd-Kohle-Katalysator

zu und hydriert am

Butotitrator bei pH 4,5. Nach beendigter Hydrierung wird
der Katalysator iiber Kieselgur abgesaugt, das Filtrat

eingeengt und der Rilickstand mit Diethylether verrieben.

Der Niederschlag wird abgesaugt und

getrocknet.

Ausbeute: 8,67 g, Schmp. 79-91°C, B{]23= + 26,9° (e=1,
D .

Methanol).

e) Z-Val-Phe-Aoc-Phe-0OMe

Zu einer L&sung von 4,0 g H-Phe-Aoc-Phe-0Me-HC1,
2,016 g Z-Val-0H und 1,14 g HOBt in 30 ml Dimethyl-
formamid gibt man bel 0°C 1,03 ml N-Ethylmorpholin
und 1,76 g DC. Man 1ZRt eine Stunde bei 0°C uns an-
schlieBend iliber Nacht bel Raumtemperatur stehen. Auf-

arbeitung und Reinigung wie bei Beispiel 6a.

Ausbeute: 4,2 g Ol.
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f. H-Val-Phe-Aoc~-Phe-OMe-HC1l

4,95 g Z-Val-Phe-Aoc-Phe-OMe werden in Methanol geldst
und wie bei d katalytisch hydriert.

Ausbeute: 3,31 g (schmierige Substanz).

g. Z-D-Trp-Lys(Boec)-0H .

Zu einer Suspension von 11,89 g H-Lys(Boe)-O0H in 100 ml
Dimethylformamid gibt man 6,87 g HOBt und 25 g Z~D-Trp-
OTcp. Man 18Rt liber Nacht riihren und engt ein. Der Rlck-
stand wird dreimal mit Petrolether verrieben und in 3
Stufen zwischen Essigester und gesittigter NaHCO3 gegen-
stromverteilt. Die Essigesterphasen werden vereinigt,
mit KHSOy/K5SO0y-L8sung ausgeschiittelt, lber NapSOy ge-
trocknet und eingeengt.

Ausbeute: 49,1 g O1.

Zur weiteren Reinigung wird an 400 g Kieselgel chromato-
graphiert. Zundchst wird mit Methylenchlorid eluiert und
die Substanz mit einer Mischung aus Methylenchlorid/
Methanol/Wasser (Vol.:Vol.) wie 16:4:0,3 heruntergewa-
schen. Das Eluat wird eingeengt und am Hochvakuum ge-
trocknet.

Ausbeute: 31,1 g amorpher Schaum.

h. Z-D-Trp-Lys(Boc)-Val-Phe-Aoc-Phe-0OMe

Zu einer L&sung von 3,31 g H-Val-Phe-Aoc-Phe-0OMe-HCL,
3,12 g Z-D-Trp-Lys(Boc)-OH und 0,9 g HO Bt in 20 ml
Dimethylformamid gibt man bei 0°C 0,7 ml N-Ethylmorpho-
lin und 1,14 g DCC. Man arbeitet analog Beispiel 6a auf.

Ausbeute: 4,61 g Schmp. 117-119°C, qu3 =-24,2° (ec=1,
D
Methanol). :

17
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i. Z-D~Trp-Lys(Boec)-Val-Phe-Aoc-Phe-0H

2,6 g Z-D-Trp-Lys(Boec)-Val-Phe-Aoc-Phe-0OMe werden in

25 ml Dioxan/Wasser (8:2) geldst. Dazu gibt man 5 mi 1N
NaCOH und 1#8t 1,5 Stdn. bei Raumtemperatur stehen. Mit
1N HpSOy wird neutralisiert und anschliefiend die L&sung
eingeengt. Der Rilickstand wird analog Beispiel 6b aufge-
arbeitet.

Ausbeute: 2,2 g, Zers. ab 118°C, E%Z§3 = -25,§¢°
(c=1, Methanol).

k. H-D-Trp-Lys(Boc)-Val-Phe-A0oc-Phe-0H

2,2 g Z-D-Trp-Lys(Boc)-Val~-Phe-Acc-Phe-0H werden in 90-
proz. Essigsfure gelSst und nach Zugabe eines Pd-Kchle-
Katalysators hydriert. Nach Beendigung der Hydrierung
wird der Xatalysator liber einen Kl3rschichtfilter zbge-
saugt und das Filtrat eingeengt. Der Riickstand wird mit
¥asser verrieben. Die Suspension (pH 3,1) wird unter
Rihren so lange mit NaHCO3-L3dsung (insgesamt etwa

2,5 ml) versetzt bis ein pH von etwa 7 erreicht ist.
Der Niederschlag wird abgesaugt und gut mit Wasser ge-
waschen.

Ausbeute: 1,12 g, [ %3 = -43,5° (e= 1, Methanol),
Zers. ab 168°C

l.eyclo—(Aoc-Phe—D-Trg:Lys(Boc)-Vai—Phe

Zu einer L&sung von 481,8 mg H-D-Trp-Lys(Boc)-Val-Phe-~
Aoc-Phe-0OH in 200 ml Dimethylformamid gibt man 0,25 ml
Ethyl-methyl-phosphinsdureanhydrid (50-proz.) und unter
Riihren langsam eine L&sung von 0,4 ml N-Ethylmorpholin
in 10 ml Dimethylformamid. Nach etwa zwei Stunden wird

die L&sung eingeengt und der Rilickstand mit Wasser ver-
rieben.

Kusbeute: 0,5 g.
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Zur Reinigung wird an Kieselgel in Methylenchlorid/
Methanol/Wasser (1800:280:20) chromatographiert.

Ausbeute: 200 mg
m. cyelo-(Aoc-Phe-D-Trp-Lys-Val~Phe

200 mg cyclo-(Aoc-Phe-D-Trp-Lys(Boc)-Val-Phe) werden in
einer Mischung aus Trifluoressigséure/Wasser/1;2—Ethan—
dithiol (4,5 m1:0,5 ml1:0,5 ml) geldst. Man 1Rt 90 Minu-
ten bei Raumtemperatur stehen, engt ein und verteilt den
Rickstand zwischen Wasser und Methyl-tert.-butylether.
Die wdBrige Phase wird mit einem schwach basischen
Ionenaustauscher (Acetat) auf pH 3,6 gestellt und ge-
friergetrocknet.

Ausbeute: 126,7 mg.

Aminosdureanalyse: (Hydrolyse: 24 Stdn. bei 120°C in
6N HC1) :Val (0.97), Phe (2,05), Lys (1.00), Aoc (0.95)
(Gehalt an Peptidbase: 81%)

Trp wird unter diesen Bedingungen zerstoért.
Ein UV-Spektrum des Peptids zeigte die fiir Trp
charakteristische Absorption bei 277 nm.
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Beispiel T: Cyclo—(D—Trp-Lys—Thr—Phe;Aoc—?héi

a. Boce-Aoc-Phe-(0Bzl

9,8 g Boc-Aoc-0H, 11,2 g HCl.H—Phe—OBzi, 5,2 g HOBt und
4,9 ml NEM wurden in 100 ml .DMF geldst, mit 7,9 g DCC

versetzt und 14 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Man

© saugt vom ausgefallenen DC-Harnstoff ab, dampft in

Vakuum ein, nimmt den Rickstand in 200 ml Essigester

“auf und extrahiert mit CitronensfZure- und NaHCO3~L&sung.

Beim Einengen der organischen Phase hinterbleibt ein
O0liger Rickstand.

Ausbeute: 20 g.

b. H-Aoc-Phe-0Bzl . TFAcO

20 g Boc-Verbindung aus Beispiel 7a werden in 50 ml Tri-
fluoressigsidure geldst. Nach 45 Minuten wird in Vakuum

eingeengt. Man erhdlt wiederum ein Ol.
Ausbeute: 22 g

¢. Boe-Phe-Aoec-Phe-0Bzl

22 g H-Aoc~-Phe-0Bzl . TFAcOH, 11,5 g Boe-Phe-OH, 5,5 ml
NEM und 5,9 g HOBt wurden in 150 ml Essigester gelsst.
Nach Zugabe von 9,0 g DCC 13Rt man 18 Stunden bei Raum-~
temperatur reagieren. Es wurde abgesaugt, die organische
Phase mit Citronens3ure und NalHCO3~-LOsung gewaschen,
liber festem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und ein-
geengt.

Ausbeute: 22,4 g.

d. H-Phe-Aoc-Phe-0Bzl ., TFAcOH

22,4 g Boe-Verbindung aus Beispiel Te werden in 50 ml
Trifluoressigsidure geldst. Man engt nach einer Stunde

bei Raumtemperatur ein.

Ausbeute: ca. 23g
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e. Z-Lys(Boc)-Thr(+Bu)-Phe-Aoc~Phe-0Bz1

3,3 g H-Phe-Aoc-Phe-0Bzl . TFAcOH, 2,78 g Z-Lys(Boc)-
Thr(tBu)-0H, 0,7 g HOBt und 0,7 ml NEM werden in 50 ml
Essigester géldst. Nach Zugabe von'1,d7 g DCC 1At man
bei RT iliber Nacht reagieren. Nach Ausschiitteln mit
Citronensiure und Bicarbonat-Lésuhg wird getrocknet und
eingedampft. Das hinterbleibende braune 01 wird {iber
400 g Kieselgel (S5i02-60, Merck AG) im System CHCl3/
MeOH 13:1 filtriert.

Ausbeute: 5,1 g

f. H-Lys(Boe)-Thr(tBu)-Phe-Aoc~-Phe-OH

5 g Z-Verbindung (Beispiel Te) wird in 150 ml Methanol
geldst und nach Zugabe von 0,4 g Pd/C (5% Pd) hydriert.
Nach Beendigung der Wasserstoffaufnahme wird filtriert

.und im Vakuum eingeengt. Man chromatographiert ﬁber

eine Kieselgelsdule im System CHC1l3/MeOH/HAcO 50:20:5.

Ausbeute: 2,1 g. Man erhdlt zwel Verbindungen, die Ver-
bindung mit héherem Re-Wert wird weiter umgesetzt.

g. Z2-D=-Trp-Lys(Boec)=-Thr{(tBu)-Phe~Aoc~Phe-0OH

300 mg H-Lys{(Boe)-Thr(+Bu)-Phe-Aoc-Phe-~0H, 190 mg Z-D-
Trp-OTep, 50 mg HOBt und 50 pl NEM werden in 10 ml
Essigester geldst und 48 Stunden bei Raumtemperatur be-
lassen.. Man dampft ein und chromatographiert iiber 150 g
Kieselgel (CHC13/MeOH 5:1).

Ausbeute: 260 mg

h. H-D-Trp-Lys(Boe)-Thr(tBu)~Phe-0H

260 mg des Z-Derivates (Beispiel 7g) werden in 25 ml
MeOH geldst, mit 100 mg Pd/C versetzt und hydriert. Man

filtriert den Katalysator ab und engt im Vakuum ein. "

Ausbeute: ca. 240 mg.
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i. Cyclo—(D-Trp-Lys(Boc)-Thr(tBu)-Phe-Acc~Phe

700 mg lineares Peptid (Beispiel 7 h) werden in 25 ml
DMF geldst und unter Rihren mit 350 ul Ethylmethylphos-
phinsdureanhydrid und 0,1 ml NEM versetzt.Aﬁan 12kt tber
Nacht reagieren, dampft in Vakuum ein und chromatorgra-
phiert den Riickstand iiber 50 g Kieselgel im System
CHpClp/MeCH/HL,0 90:15:1.

Ausbeute: 500 mg.

j. Cyclo-(D-Trp-Lys-Thr-Phe~Acc-Phe)
500 mg geschiitztes cyclo-Hexapeptid (Beispiel 7 i} wird

in 5 ml Trifiuoressigsiure geldst. Nach 45 Minuten wird
im Vakuum eingeengt und mit Ether gefdllt. HMan nimmt in
wenig Methanol auf und f3llt nochmals mit Ether zus.

Ausbeute: 450 mg

minosiureanalyse: Lys=1,03; Phe=2,0; Thr=1,01; hoe=3,59;
Gehzalt: 80%

REE
f
4
)
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'
’
R
¢
'
»
)
'



0117447

- 21 - - o _ : A
Beispiel 7, Syntheseschema i
D-Trp——————1Lys Thr Phe AOC Phe
Bo¢c—4—0OH H—1—0Bzl
Boc 0Bzl
. Boc——0OH H OBzl
- Boc tBu
Z+40Tcp H—-0OH Boc 0Bzl
Boc tBu
Z L-OH H OBzl
Boc tBu
7 L OBzl
Boc tBu '
Z——0Tcp H—4 L - OH
Boc tBu
Z 4 oH
Boc 1 tBu
H . - OH
Boc tBu
cyclo
cyclo
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PATENTANSPRUCHE

1. Cyclisches Hexapeptid der allgemeinen Formel IXII

X -Phe~-D-Trp-Lys— Y - Phe—-] (IxI1)

A
in welcher X fiir den Rest einer L-2Zmincosdure der
allgemeinen Formel IXIla steht,

{111a)

AT

wobeil A und B gleich oder verschieden sind und Alkyl

mit 1 bis 3 C-Atomen bedeuten oder A und B gemeinsam
fiir eine gesdttigte, ungesdttigte oder aromatische
mono— oder bicyclische Struktur mit 3 bis 6 C-Atomen
stehen,

n = 0 oder 1 bedeutet und

Y fiir eine aliphatische oder aromatische L-Aminosdure

steht, deren Seitenkette hydroxyliert sein kann, sowle

deren Salze mit physiologisch vertrdglichen S&uren.

2. Verbindung der Formel III gemdB Anspruch 1, in welche:x

Y fir Thr steht.

3. Verbindung der Formel III gemdB Anspruch 1, in
welcher X fiir den Rest der Tetrahydroiscchinolin-3-L-
carbonsdure steht.

X flUr den Rest der cis—-endo-Qctahydrol[iH]lindol-2-L-

carbonsiure steht.

4. Verbindung der Formel III gemdB8 Anspruch 1, in welcher
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Verbindung dexr Formel III gemdB Anspruch 1, in welcher
X fir den Rest der cis, endo Octahydro-cyclopenta [b)

pyrrol-2-L-carbonsiure steht.
. Vexrfahren zur Hersﬁeilung einer Verbindung der Formel
IIX, dadurcl gekennzeichnet, daB man lineare Hexa-

peptide der allgemeinen Formel IV

r—arXFa—Phe—a—D—Trp—a—lys(R1)—a—Y—a—Phe—j (Iv)

in weicher X und Y die im Anspruch 1 definierten Be-
aeutungen haben, R1 fir eine Schutzgruppe der £-Amino-
funktion steht und worin fiinf der Reste a eine chemische
Bindung bedeuten und einer der Reste a flir -OH + H-
steht, nach bekannten Verfahren der Peptidsynthese
cyclisiert und anschlieBend vorhandene Schutzgruppen in

geeigneter Weise abspaltet.

Hexapeptide der allgemeinen Formel IV, in
der a, X, ¥ und R1 die in Anspruch 6 definierten Be-
deutungen haben.

Verwvendung von Verbindungen der Formel II gemdl

einem der Anspriiche 1-~5 als Heilmittel.

Pharmazeutische Pridparate, enthaltend eine Verbindung

der Formel III gemdfB einemn der Ansprtliche 1-5.

Verbindung gemdB einem dér Anspriiche 1-5 zur Anwendung
als Heilmittel.
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1. Verfahren zur Herstellung eines cyclischen Hexapeptids
der allgemeinen Formel TIT

r’X -Phe-D-Trp-Lys—- ¥ — Phe—q : {I1iz)

in welcher X fiir den Rest einer L-Aminosdure der
allgemeinen Formel IIXa steht,

(ITxa)

wobei A und B gleich oder verschieden sind und Alkyl
mit 1 bis 3 C-Atomen bedeuten oder A und B gemeinsam
flir eine gesittigte, ungesdttigte cder aromatische
mono- oder bicyclische Struktur mit 2 bis 6 C-Atomen
stehen,

n = 0 oder 1 bedeutet und

Y fiir eine aliphatische oder aromatische L-Aminosiure

steht, deren Seitenkeite hydroxyliert 'sein kann, sowie

dessen Salzen mit physiologisch vertrdglichen S&uren,

dadurch gekennzeichnet, daf man lineare Hexapeptide der

allgemeinen Formel IV,

ra—X—a—Phe;a—D—Trp~a—Lys(RT)—a—Y-a—Phe—] (V)

in welcher X und Y die oben genannte Bedeutung haben,
R’ flr eine Schutzgruppe der £-Aminofunktion steht und

worin flinf der Reste a eine chemische Bindung bedeuten

0117447

und einer der Reste a fliir -0H + H~ steht, nach bekannten

Verfahren der Peptidsynthese cyclisiert und anschliefend

vorhandene Schutzgruppen in geeigneter Weise abspaltet.
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Verfahren gemdB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
da8 Y filir Thr steht. '

Verfahren gemd8 Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB
X flir den Rest der Tetrahydroisochinolin-3-L-carbon-
sdure steht.

Verfahren gemdf Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB
X flir den Rest der cis-endo-Octahydro [1H]indol-2-I.—
carbonsdure steht.

Verfahren gem&B Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB
X fiir den Rest der cis, endo-Octahydro-cyclopenta[b]-
pyrrol-2-carbonsiure steht. '

Verfahren zur Herstellung eines Hexapeptids der Formel TV,
L die im Ahspruch 1 definierte
Bedeutung haben, dadurch gekennzeichnet, daB man Ester
der Formel IV, in welcher X, ¥ und R1 wie oben definierc
sind und finf der Reste a fiir eine chemische Bindung

und einer der Reste a flir ~-OR + Z stehen, wobei R

Alkyl mit 1-6 C-Atomen bedeutet, alkalisch verseift

und anschlieBend den Z-Rest abhydriert.

Verfahren gemdf einem der Anspriliche 1-5 zur Herstellung

einer Verbindung zur Anwendung als Heilmittel.

Verfahren zur Herstellung eines pharmazeutischen Prédpa- -
rats, enthaltend eine Verbindung der Formel III gemiB
einem der Anspriiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB

man diese in eine geeignete Darreichungsform bringt.
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